BAB Il

METODE PENELITIAN

A. Jenis Penelitian
Penelitian yang digunakan adalah penelitian dpskeksploratif untuk
mengidentifikasi bakteri yang diisolasi dari limbalair Tekstil di Instalasi

Pengolahan Air Limbah (IPAL) Terpadu Cisirung, Daly&olot Bandung.

B. Sampel Penelitian

Sampel dalam penelitian ini adalah limbah cair tieks IPAL Terpadu
Cisirung, Dayeuh Kolot Bandung, sampel adalahiaib&h tekstil yang berada
pada kolam kontak dan kolam stabilisasi karen®dLIdalam proses pengolahan
biologis menggunakan dua kolam yang berbeda, yaltam kontak dan kolam
stabilisasi. Sampling dilakukan pada kolam kontak #@olam stabilisasi melalui

tiga kali pengulangan dan sampel air diambil paakxah tengah-tengah kolam.

C. Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Instalasi Pengolahanr Aimbah (IPAL)
Terpadu Cisirung, Dayeuh kolot Bandung dan Laborato Mikrobiologi
Jurusan Pendidikan Biologi FPMIPA Univerisitas Adikén Indonesia, JI. Dr.

Setiabudhi, No.229 Bandung.
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D.

Alat dan Bahan
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Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitianlapat dilihat pada Tabel 3.1

dan Tabel 3.2.
Tabel 3.1 Alat — Alat Penelitian
No. Alat—alat Laboratorium Spesifikasi Jumlah
1. Autoklaf Merek EYELA mode] 1 unit
HL36AE
2. Mikroskop 221.03 BI.JO70 1 unit
3. Rotary Shaker Merek EYELA model 1 unit
multi shaker MMS
4, Tips 1 ml, 5 ml, dan 10 ml - secukupnya
5. Oven dan Lemari Pendingin Merek National I uni
6. Resiprocating water bath Merek EYELA 1 unit
7. Neraca timbangan analitik Merek AND 1 unit
8. Vortek Merek EYELA 1 unit
9. Mikropipet 1 ml, dan 5 ml Merek Eppendorf 1 unit
11. Mikropipet 10 ml Merek Eppendorf 1 buah
12. Gelas Beker; labu erlenmeyer
100 ml, 250ml, 500 mL; laby
ukur 100 mL; gelas ukur 25 ml.Merek Pyrex 50 buah
100 mL, 500 ml; cawan Petri;
tabung reaksi; tabung durham;
jarum inokulasi; lampu spirtus;
dan botol sampel 100 ml
Tabel 3.2. Bahan - bahan penelitian
No Bahan — bahan kimia Spesifikasi Jumlah
1. MediumNutrient Agar (NA) Merek Merck fpure | secukupnya
analytic)
2. MediumNutrient Broth (NB) - secukupnya
3. Larutan lugol - secukupnya
4. Larutan safranin - Secukupnya
5. Larutancrystal violet - secukupnya
6. Alumunium foil Merek Bagus 2 Roll
7. Alkohol 70 % secukupnya
8. Reagen reduksi nitrat - secukupnya
9. Reagen uji katalase - secukupnya
10. Reagen hidrolisis pati - secukupnya
11. Aguades - 10 iter
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E. Pembuatan Media dan Sterilisasi

Pembuatan media dan larutan yang diperlukan metgdauan yang
diambil dari beberapa pedoman, yaitu Mckane (19@6) Syulasmet al., (2008).
Medium yang diperlukan dalam penelitian ini, melipdutrient Agar (NA) untuk
pembiakan bakteriNutrient Broth (NB) untuk kultivasi bakteri, medium kaldu
laktosa, sukrosa, dan dekstrosa untuk fermentabpkalrat, nitrate broth untuk
reduksi nitrat, pati agar untuk hidrolisis pati, lipid agar untaidrolisis lipid,
gelatin agar untuk hidrolisis gelatin, kasein agatuk hidrolisis kasein. Setelah
pembuatan medium selesai dilakukan, selanjutnyaiumedlisterilisasi  untuk
meminimalisir terjadinya kontaminasi. Lamanya wakterilisasi berkisar antara
15 menit sampai 30 menit dengan menggunakan a@tbikla C pada tekanan 1,5

atm.

1. Medium Nutrient Agar (NA)

Komposisi mediuniNutrient Agar (NA) terdiri dari tepung agar 15 gram,
pepton 10 gram, NaCl 5 gram, daeef ekstract 3 gram. Lalu semua bahan
tersebut dilarutkan dengaaquades dalam beaker glass sambil diaduk, dan
volume digenapkan menjadi 1000 ml. diatur pH medyamg berkisar antara 6,8-
7,2, dan dibiarkan hingga mendidih serta homogefrarfutnya disterilkan pada

autoklaf 121° C dengan tekanan 1,5 atm.

2. Medium Nutrient Broth (NB) Termodifikasi
Komposisi mediunNutrient Broth (NB) terdiri daripepton 10 gram, NaCl 5

gram, beef ekstract 3 gram. Semua bahan tersebut dilarutkan derzgaades
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sebanyak 500 ml dalarbeaker glass sambil diaduk, dan volume digenapkan
menjadi 1000 ml dengan air limbah tekstil. Diattt yang berkisar antara 6,8-7,2
dan dibiarkan hingga mendidih serta homogen. Sdiayg disterilkan pada
autoklaf 121° C dengan tekanan 1,5 atm. Mediumakan digunakan untuk
menyeleksi keberadaan bakteri aerob dari hasilpdgrihan koloni bakteri. Pada
medium NB, 50 % volume aquades diganti oleh aibéimsebagai media adaptasi

bagi bakteri.

3. Medium Kaldu Laktosa

Komposisi medium kaldu laktosa terdiri dari peptgram, NaCl 5 gram,
beef ekstract 3 gram, laktosa 5 gram, dan brom cressol purpie)(6,01 gram.
Semua bahan dicampurkan hingga homogen denganbaditdkanagquades sampai
volumenya 1000 ml dalam penangas air dan dibiarkalgga mendidih.
Selanjutnya diatur pH yang berkisar antara 7-72 diaterilkan pada autoklaf

121° C dalam tekanan 1,5 atm.

4. Medium Kaldu Dekstrosa

Komposisi medium kaldu dekstrosa terdiri dari tpap5 gram, NaCl 5
gram,beef ekstract 3 gram, dekstrosa 5 gram, dan brom cressol p(ple) 0,01
gram. Semua bahan dicampurkan hingga homogen detiganbahkaraquades
sampai volumenya 1000 ml dalam penangas air daarkiim hingga mendidih.
Selanjutnya diatur pH yang berkisar antara 7-7r2disterilkan pada autoklaf 121

°C dalam tekanan 1,5 atm.
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5. Medium Kaldu Sukrosa

Komposisi medium Kaldu sukrosa terdiri dari pepfogram, NaCl 5 gram,
beef ekstract 3 gram, sukrosa 5 gram, dan brom cressol purme) (0,01 gram.
Semua bahan dicampurkan hingga homogen denganbaitdanaquades sampai
volumenya 1000 ml dalam penangas air dan dibiarkargga mendidih.
Selanjutnya diatur pH yang berkisar antara 7-72 diaterilkan pada autoklaf

121° C dalam tekanan 1,5 atm.

6. Medium Pati

Komposisi medium pati terdiri dari pepton 5 grameef ekstract 3 gram,
amilum 2 gram, dan agar 15 gram. Semua bahan dig&arp sampai homogen
dengan ditambahkasmuades dan volumenya mencapai 1000 ml dalam penangas
air dan dibiarkan hingga mendidih. SelanjutnyautigiH yang berkisar antara

7-7,2 dan disterilkan pada autoklaf 121° C deng&artan 1,5 atm.

7. Medium Lipid

Komposisi medium lipid terdiri dari Pepton 5 grabeef ekstract 3 gram,
agar 15 gram, lipid 10 gram, dameutral red 0,02 gam. Semua bahan
dicampurkan hingga homogen dengan ditambatskmades hingga volumenya
mencapai 1000 ml dalam penangas air dan dibiarkampai mendidih.
Selanjutnya diatur pH yang berkisar antara 7-72 diaterilkan pada autoklaf

121° C dengan tekanan 1,5 atm.
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8. Medium Gelatin

Komposisi medium gelatin terdiri dari pepton amrbeef ekstract 3 gram,
dan gelatin 120 gram. Semua bahan dicampurkan difggmogen dengan
ditambahkanaquades sampai volumenya 1000 ml dalam penangas air dan
dibiarkan hingga mendidih. Selanjutnya diatur pHggia 6,8 dan disterilkan pada

autoklaf 121° C pada tekanan 1,5 atm.

9. Medium Kasein

Komposisi medium kasein terdiri dari pepton 5ngrdan agar powder 15
gram. Semua bahan dicampurkan dengguades 1000 ml, lalu dipanaskan
hingga mendidih dan homogen. Tuangkan campuranki&dialam gelas kimia
yang berisi 100 gram susu skim powder perlaharkgetbmi sedikit agar tidak
terjadi penggumpalan lalu diaduk hingga homogefrarfignya diatur pH hingga
7,2 dan medium dimasukkan ke setiap tabung readsanyak 12-15 ml.

Kemudian medium disterilkan pada autoklaf 121°eGgan tekanan 1,5 atm.

10. Medium Uji Katalase

Komposisi medium uji katalase terdiri dari tepaggr 15 gram, pepton 10
gram, NaCl 5 gram, dabeef ekstract 3 gram. Semua bahan dilarutkan dengan
aquades dalam beaker glass sambil diaduk, volume digenapkenjadi 1000 ml.
selanjutnya pH diatur yang berkisar antara 6,8-da#, dibiarkan hingga mendidih

serta homogen. Selanjutnya medium dimasukkan dsdbomg reaksi sebanyak
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5 — 7 ml untuk agar miring dan disterilkan padeoklaif 121° C dengan tekanan

1,5 atm.

11. Medium Uji Reduksi Nitrat

Komposisi medium uji reduksi nitrat terdiri ddisodium fosfat 2 gram, 20
gram tripton, 1 gram dekstrosa, 1 gram agar, dgrafh potasium nitrat. Semua
bahan dilarutkan dengaaquades dalam beaker glass sambil diaduk, volume
digenapkan menjadi 1000 ml. selanjutnya diatur pihtydpa 7,2, dan dibiarkan
hingga mendidih serta homogen. Kemudian medium slikiean dalam tabung
reaksi sebanyak 8-10 ml dan disterilkan pada aatdi@1° C dengan tekanan 1,5

atm

12.Medium Uji Kebutuhan Oksigen (NA diri)

Komposisi mediumNutrient Agar (NA) terdiri dari tepung agar 15 gram,
pepton 10 gram, NaCl 5 gram, daeef ekstract 3 gram. Lalu semua bahan
tersebut dilarutkan dengaaquades dalam beaker glass sambil diaduk, dan
volume digenapkan menjadi 1000 ml. diatur pH medyamg berkisar antara 6,8-
7,2, dan dibiarkan hingga mendidih serta homogerarfutnya disterilkan pada

autoklaf 121° C dengan tekanan 1,5 atm.

13. Pembuatan Reagen Pewarnaan Gram Bakteri
Komposisi medium reagen uji pewarnaan Gram tieddiri kristal violet 2

gram dilarutkan dalam 20 ml ethanol 95%, dan dit@mknammonium oxalate
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0,8 gram yang dilarutkan dengaguades 80 ml. Dalam membuat lugol, kristal
iodium 0,06 gram ditambahkan dengan 0,12 gram &rkst dan 20 mlaquades.

Selain itu, alkohol 96 %, dan pembuatan safranide®gan melarutkan 125 mg
dalam larutan 5 ml ethanol 95% daguades 50 ml. Beberapa larutan tersebut

dimasukkan dalam botol gelap dan diberi label sdsiantuan.

14. Pembuatan HO, 3%
Sebanyak 3 ml ¥D, diencerkan dengaaquades menjadi 10 ml, kemudian

dimasukkan ke dalam botol berwarna gelap. Dibéellaesuai ketentuan.

15. Pembuatan Reagen Uji Reduksi Nitrat

Komposisi medium reagen uji reduksi nitrat tardari Asam sulfanilat 8
gram dilarutkan dalam 1000 ml asam asetat, larutarsebagai larutan A.
Kemudian 5 granalpha-naphtylamine dilarutkan dalam 1000 ml asam asetat 5 N,
larutan ini sebagai larutan B. Selain larutan A @etan B, 10 grardinc powder

digunakan untuk identifikasi reaksi reduksi nitranjadi nitrat oleh bakteri.

16. Pembuatan Reagen Uji Hidrolisis Pati (Larutan Lugo)
Komposisi medium reagen uji hidrolisis pati terdiari kristal iodium 0,06
gram ditambahkan dengan 0,12 gram Kristal KI danm2@quades. Selanjutnya

larutan tersebut dimasukkan dalam botol gelap daeridabel sesuai ketentuan.
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F. Langkah Kerja
Adapun prosedur kerja yang dilakukan dalam setiagigtan adalah sebagai
berikut:
1. Tahap Persiapan

Dalam tahap persiapan, yang dilakukan adalahquehkgn alat dan bahan
yang digunakan selama penelitian. Setelah lengkapua kebutuhan penelitian,
maka dilakukan sterilisasi botol sampadaker glass, labu Erlenmeyer, labu ukur,
gelas ukur, cawan Petri, dan tabung reaksi sertalgten lain yang harus
disterilisasi untuk menghindari kontaminasi. Sdtekterilisasi selesai, maka
dilakukan pembuatan medium NA untuk menumbuhkalatisgmkteri dari limbah
cair tekstil. Tiap tabung reaksi masing-masing $€5t7 ml medium NA untuk
agar miring sebanyak 50 tabung, tabung reaksi tiisl5 ml medium NA untuk
pertumbuhan bakteri melalui cawan tuang, sedangkdok mediumNutrient
Broth (NB) termodifikasi tiap labu Erlenmeyer berisi 36- ml medium NB

sebanyak 6 buah dan semua medium disterilkan.

2. Tahap Penelitian

Dalam tahap penelitian ini, dilakukan beberapgidan yaitu pengambilan
sampel dan isolasi bakteri dari limbah, isolasikém murni bakteri, dan
identifikasi atau karakterisasi bakteri limbah daistil di IPAL Cisirung,Dayeuh

Kolot Bandung.
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a. Pengambilan Sampel Bakteri dari Limbah Cair Tekstil

Sampling air limbah dilakukan pada pagi hari sebl tiga kali selama
penelitian di dua kolam yang berbeda, yaitu kolamték dan kolam stabilisasi.
Sebelum melakukan sampling air, akan diamati dafaktor aquatik yaitu suhu,
pH, turbiditas, dan kadar DO. Sampel air limbahgydiambil sebanyak 100 ml,
masukkan ke dalam botol gelap 250 ml steril kemudiampel air dibawa ke
laboratorium untuk diinokulasikan pada medium NBmadifikasi untuk
diketahui jenis koloni bakteri yang ada pada limbain tekstil.

Pembuatan medium modifikasi diharapkan dapat nmjangnpertumbuhan
bakteri yang diinginkan, sehingga dibuat medium NBngan melakukan
modifikasi medium melalui penggantian 50% volumeuates dari total
kebutuhan dengan air limbah cair tekstil sterilegghh media adaptasi atau selektif
dengan komponen zat terlarut dalam pertumbuharebaking diharapkan dapat
ditemukan bakteri yang diharapkan. Medium NB dinkkan dalam labu
Erlenmeyer 100 ml dengan volume 30 ml sebanyaka lmtuk kolam kontak I,
IV, dan VI serta kolam stabilisasi I, 1V, dan Vl.ahu erlenmeyer tersebut
kemudian ditutup dengan sumbat kapas dan kasadtrtap dengarmluminium
foil pada bagian luar sumbat labu.

Setelah medium selesai dibuat, maka dilakukanrilisési untuk
meminimalisir terjadinya kontaminasi yang berpenfaterhadap pertumbuhan
koloni bakteri. Setelah sterilisasi selesai makakdkan pengenceran air limbah

cair tekstil yang akan ditumbuhkan pada medium &tBbdifikasi.
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Proses pengenceran dilakukan dengan menyiapkdimbah yang berada
pada botol jam gelap volume 250 ml dari 6 sumbéarkgada IPAL yaitu kolam
kontak I, IV, dan VI serta kolam stabilisasi I, I'dan VI. Lima tabung reaksi
berisi 9 ml aquades steril disiapkan untuk proses pengenceran dariamul
pengenceran Tsampai 10, dengan cara diambil 1 ml air limbah dari salatu s
botol sumber air limbah kolam kontak/stabilisasngkn tips steril 1 ml melalui
mikropipet 1 ml, masukkan ke dalam tabung reakdi #an dilakukan seterusnya
hingga pengenceran 1&emudian ambil 1 ml dari hasil pengenceraf? 1gang
dimasukkan dalam labu erlenmeyer yang berisi medN@m

Pengenceran dilakukan secara aseptik dan adamgesp homogenisasi
melalui vortek. Medium NB berisi isolat limbah Hgsengenceran siap dikultivasi
pada kecepatan 121 rpm selama 2 x 24 jam pada lsaar melalui otary
shaker. Selama proses kultivasi bakteri, disiapkan mediA dalam tabung
reaksi untuk menumbuhkan koloni hasil kultivasitei®h masa kultivasi bakteri
selesai, maka dilakukan pembuatan kultur baktesil lkaltivasi melalui metode
cawan tuang dengan cara memasukkan 1 ml mediumeN&alam cawan Petri
steril dan dihomogenkan dengan cara diputar meraokemingka 8 pada
permukaan dalam kotak isolasi. Kemudian dimasukiancair suhu 37°C ke
dalam cawan Petri yang berisi medium NB 1 ml, dibgenkan dengan cara
memutar cawan Petri membentuk angka 8 dan didiagihkngga agar membeku.
Cara di atas dilakukan untuk beberapa sampel kasiivasi dari air kolam

lainnya dan cawan Petri tersebut dimasukkan kendatkubator suhu 30C
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selama 24 jam dan diamati koloni yang terbentulardasetiap cawan petri dari

setiap kolam yang diamati melakglony counter.

b. Isolasi Biakan Murni Bakteri Hasil Kultivasi

Koloni bakteri yang tumbuh pada cawan Petri hksltivasi merupakan
biakan umum yang hidup pada air limbah cair tekS#tiap koloni diambil 1 ose
yang ditumbuhkan pada medium NA miring agar dikasil biakan murni
sehingga memudahkan tahap identifikasi selanjut®yases ini diulang untuk
beberapa kali dalam peremajaan kultur. Diamati kol@ng terbentuk setelah
masa inkubasi 24 jam pada temperatur °@0 Diamati pertumbuhannya dan

bakteri siap dikarakterisasi menggunakan pewarfaam dan uji biokimia.

c.  Tahap ldentifikasi atau Karakterisasi Bakteri

Dalam tahap akhir ini, langkah penelitian yanigldikan yaitu pewarnaan
Gram dan uji aktivitas biokimia sebagai tahap utatalam identifikasi bakteri
aerob yang ditemukan dalam air limbah tekstil. td#asi dilakukan dengan
berbagai macam metode, yaitu membuat preparat denggode pewarnaan
Gram dan melakukan uji aktivitas biokimia terhadegiteri hasil isolasi limbah
(Nicklin et al., 1999; Kusnadet al., 2003; Syarif, 2005). Tahap identifikasi atau
karakterisasi dalam penelitian ini meliputi: pemiamapreparat dengan metode

pewarnaan Gram dan uji aktivitas biokimia bakteri.
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1) Pembuatan Preparat dengan Metode Pewarnaan Gram

Pembuatan preparat dengan metode pewarnaan @akukdn melalui dua
tahap yaitu membuat olesan bakteri dan melakukavamp@aan Gram terhadap
olesan bakteri.
a) Membuat Olesan Bakteri

Membersihkan obyek gelas hingga bebas lemak dekagpas beralkohol,
lalu diteteskaraquades dengan menggunakan pipet tetes pada obyek getas da
diambil 1 ose biakan murni bakteri dari air limbeair tekstil dengan jarum
inokulasi yang sebelumnya telah dipijarkan. Diskaar suspense tersebut
sehingga menjadi sediaan tipis dalam bentuk lirgkadengan garis tengah
+ 2 cm dan dikeringkan sediaan tersebut di udaka diiksasi dengan cara

dilewatkan pada api sebanyak tiga kali.

b) Melakukan pewarnaan terhadap olesan bakteri

Olesan bakteri yang telah difiksasi, dituangi fanupewarna karbol kristal
violet dan didiamkan selama 3 menit.. Selanjutnyletkban zat warna dibuang
dan ditambahkan larutan lugol, dibiarkan selam @%i€tik. Dimasukkan sediaan
bakteri ke dalam larutaalcohol 96% dalam beker gelas yang digoyang-goyang
selama 1 menit, lalu dibilas sediaan tersebut denbatol semprot dan
dikeringkan olesan tersebut dengan kertas isapnibahkan larutan safranin O
dan dibiarkan selama 3 menit, kemudian dicuci dergguades dalam botol
semprot dan dikeringkan di udara dan ditutup dengaver glass yang

sebelumnya sediaan tersebut ditetesi minyak im&esiliaan tersebut diamati
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di bawah mikroskop dengan menggunakan lensa olbyEd@ix. Apabila warna
koloni bakteri menunjukkan merah maka bakteri tauséergolong bakteri Gram
negatif, dan jika menunjukkan warna biru/ungu migkgolong kelompok bakteri

Gram positif.

2) Uiji Aktivitas Biokimia Bakteri Limbah Cair Tekstil
Pengujian aktivitas biokimia dilakukan terhadaptéuimurni bakteri yang

terbagi menjadi 2 tahap yaitu tes primer dan tésirsger. Tes primer meliputi
reaksi gram, spora, motilitas, kondisi aerob, aviaerkatalase, oksidasi,
fermentasi, dan tes glukosa. Sedang tes sekundgruinées karbohidrat, urease,
indol, dan reduksi nitrat (Cowan, 1974Uji aktivitas biokimia yang dilakukan
dalam penelitian ini adalah uji fermentasi karboid hidrolisis pati, hidrolisis
lipid, hidrolisis gelatin, hidrolisis kasein, tesatklase, reduksi nitrat, dan uji

kebutuhan oksigen.

a) Uji Fermentasi Karbohidrat

Menginokulasi bakteri yang diisolasi dari limbadiraekstil dalam 1 tabung
reaksi yang berisi mediumenol red laktosa dan tabung Durham, 1 tabung reaksi
berisi mediumfenol red sukrosa dan tabung Durham, dan 1 tabung reaksiberi
mediumfenol red dekstrosa dan tabung Durham. Semuanya diinkuledema
24 jam pada suhu 37C, lalu dilakukan pengamatan ada tidaknya gelembun

udara pada tabung Durham.
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b) Uji Hidrolisis Pati

Menginkubasikan bakteri yang diisolasi dari limbedir tekstil dalam
cawan Petri berisi medium agar pati selama 24 jaapsuhu37C, setelah
terlihat adanya pertumbuhan maka kultur tersebwiadgi dengan larutan lugol
dan dibiarkan selama beberapa menit. Diamati pearbaarna yang terjadi pada

sekitar koloni.

c) UijiHidrolisis Lipid
Menginokulasi bakteri yang diisolasi dari limbadrctekstil dalam cawan
Petri berisi medium agar lipid dan diinkubasi seda2d jam pada suhu3e, lalu

diamati penampakkan koloni pada sekitar medium.

d) Uiji Hidrolisis Gelatin

Menginokulasi bakteri yang diisolasi dari limbadrctekstil dalam tabung
reaksi yang berisi mediumutrient gelatin dan diinkubasi selama 24 jam pada
suhu37 C, kemudian disimpan pada inkubator dengan sdiigelama 30 menit.

Diamati cair tidaknya medium.

e) Uji Hidrolisis Kasein
Menginokulasi bakteri yang diisolasi dari limbadirctekstil dalam cawan
Petri yang berisi medium agar kasein dan diinkusatama 24 jam pada suhu

37°C. Diamati perubahan warna yang terjadi di sekitadium.
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f)  Tes Katalase

Menginokulasi bakteri yang diisolasi dari limbadirctekstil dalam tabung
reaksi yang berisi 7 ml medium NA dan diinkubadas®a 24 jam pada suhu
37°C, kemudian ditetesi 40, 3%. Diamati ada tidaknya gelembung udara di atas

permukaan kultur bakteri.

g) Uji Reduksi Nitrat

Menginokulasi bakteri yang diisolasi dari limbadirctekstil dalam tabung
yang berisi medium kaldu nitrat dengan memberi llalgung nama
mikroorganisme tersebut. Dengan tehnik sterilisadilakukan inokulasi
mikroorganisme pada tabung medium nitrat, lalu kdibasikan pada suhu
22-37° C selama 1-2 X 24 jam. Kemudian ditetesitgtds larutan nitrat A dan
larutan nitrat B di atas permukaan kultur, didiamkeeberapa menit dan amati
perubahan yang terjadi. Perubahan warna mediunh gketkuningan menjadi
merahcherry menunjukkan reaksi positif uji reduksi nitrat. Uktmedium yang
tidak mengalami perubahan warna, selanjutnya disédukén zinc powder
secukupnya, dan diamati perubahan yang terjada tékadi perubahan warna
medium putih kekuningan menjadi meraherry, maka reaksi menunjukkan
negatif dan bila tidak menunjukkan perubahan wammaka reaksi menunjukkan

positif dalam uji reduksi nitrat.
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h)  Uji Kebutuhan Oksigen (Aerob/Anaerob)

Menginokulasi bakteri yang diisolasi dari limbadirctekstil dalam tabung
yang berisi medium kaldu nutrisi Agar dan dibebdbtabung berisi agar diri NA
dengan nama mikroorganisme. Dicairkan medium NAuyrdnkan suhunya
hingga 45°C, lalu dengan tehnik sterilisasi, dikau inokulasi mikroorganisme.
Kemudian kultur dikocok dengan hati-hati menggumatedapak tangan, hindari
terbentuknya gelembung udara. Didinginkan denggmatcelalam waterbatch
dengan posisi tegak dan sumbat kapas ditekan sgama&i 2 cm dari mulut
tabung dan dituangkan sedikit paraffin cair di atsanbat kapas. Lalu,
diinkubasikan pada suhu 22-37° C selama 1-2 x 84 dan diamati distribusi
pertumbuhan mikroorganisme dalam kultur apakah dsad atau di atas

permukaan kultur.

G. Analisis Data

Setelah sampling air limbah selesai dilakukan didasilkan kultur bakteri
biakan murni pada medium agar miring, maka kulaktéri dari air limbah tekstil
akan diidentifikasi melalui reaksi pewarnaan Gram@n duji biokimia agar
diketahui karakteristik bakteri aerob limbah cakdtil sebagai tahap identifikasi
yang diharapkan. Hasil identifikasi bakteri melajpewarnaan Gram dan uji
aktivitas biokimia selanjutnya dikaitkan denganadatasil faktor aquatik dari

lokasi pengambilan sampel air limbah.
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Bagan alir penelitian dapat dilihat pada Gambar &.bawabh ini:

7

Tahap Persiapan

~

Sterilisasi Alat

l

Tahap Penelitian

Pembuatan medium NA
NB, dan medium uji
aktivitas biokimia

A

Pengukuran faktor akuatik dan sampling air limbah

A

Inokulasi isolat air limbah ke medium NB termodif#t

A

dikultivasi pada suhu 28° C selama 24 - 48 jam patiay shaker

A 4

Pengamatan morfologi koloni bakteri

A 4

Inokulasikan koloni bakteri pada medium NA melaawan tuang

y

Diinkubasi pada suhu 30° C selama 24 jam

A 4

Pewarnaan bakteri dan uji aktivitas biokimia

A 4

Analisa data dan kesimpulan

l

Laporan penelitian (Skripsi)

Gambar. 3.1 Bagan alir penelitian




